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Охарактеризування очищеного рекомбінантного протеїну 
CRM197 як інструмента дослідження дифтерійного токсину
(Представлено академіком НАН України С. В. Комісаренком)
Очищення експресованого в клітинах Escherichia coli нетоксичного дифтерійного ток-
соїду CRM197, проведене за допомогою металоафінної хроматографії після руйнування 
бактеріальної ДНК та клітинної стінки ензимами, дало можливість позбутися домі-
шок ендогенних пороформуючих протеїнів. Показано, що мічений флуоресцеїн ізотіоціа-
натом препарат CRM197 виявляв здатність до зв’язування та інтерналізації клітина-
ми ссавців ліній Vero та L929. Прикладання позитивного потенціалу з боку додавання 
СRM197 (2–20 нM) до фосфатидилетаноламінвмісної бішарової мембрани (БЛМ) у роз-
чині 1 M KCl (pH 4,8) призводило до утворення потенціалозалежних іонних каналів 
з провідністю 20 пСм, як показано у класичних дослідженнях дифтерійного токсину 
природного походження. Енергія активації, визначена для стаціонарного струму через 
багатоканальну БЛМ у розчині 1 М ксl (pH 6,0) та самого розчину без БЛМ, становила 
2,967 ± 0,167 і 2,933±0,115 ккал/моль відповідно, що свідчить про утворення протеїном 
CRM197 трансмембранної водної пори.
Ключовi слова: дифтерійний токсин, токсоїд, сRM197, бішарові ліпідні мембрани, мем-
бранні канали.
сучасні досягнення молекулярної біології зробили можливими дослідження структури 
і функцій дифтерійного токсину (DT) за допомогою рекомбінантних похідних суцільного 
токсину та його фрагментів. одне із них, нетоксичне рекомбінантне похідне DT, відоме 
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як дифтерійний токсоїд CRM197, було отримано за допомогою сайт-специфічного мута-
генезу шляхом заміни гліцину в позиції 52 гена DT на глютамінову кислоту [1]. втрата 
каталітичної активності субодиниці А молекули сRM197, яка виникла внаслідок такої 
заміни, була настільки значною, що, порівняно з природним DT, його похідне майже 
позбулося цитотоксичності [2]. Незважаючи на втрачену токсичність, усі інші структурні 
компоненти молекули DT залишилися в CRM197 без змін, включно з іонпровідним т-до-
меном, здатним до утворення іонних каналів у клітинній мембрані [3] та відповідальним 
за зв’язування DT із клітинним рецептором R-доменом. CRM197 та інші різноманітні 
реком бінантні похідні DT застосовуються для потреб молекулярної біотехнології, а також 
у медичній практиці, головним чином для створення вакцин і проведення протипухлинної 
терапії [1, 2]. Незначні зміни первинної структури DT майже не впливають на основні 
властивості та функції рекомбінантного протеїну, що зберігаються такими ж, як і у при-
родного аналога. Проте іноді навіть незначна на перший погляд зміна структури моле-
кули, отримання протеїну в різних системах експресії та очищення за жорстких умов 
можуть призводити до серйозних порушень чи втрати звичайних властивостей і функцій, 
або навіть появи нових, які відсутні у природного аналога. Передбачити такі зміни реком-
бінантних протеїнів на підставі лише теоретичних відомостей не завжди можливо. тому 
будь-який реком бінантний продукт потребує ретельного охарактеризування та порівняння 
з природним аналогом, який утворюється у властивому йому організмі-продуценті. ми 
ста вили за мету дослідження взаємодії одержаного нами препарату CRM197 з клітина-
ми та штучними мембранами для перевірки збереження ним якостей, притаманних DT, 
а саме  – здатності до зв’язування з клітинним рецептором, інтерналізації в цитоплазму 
в ендосомах та утворення іонпровідних каналів.
Експериментальна частина. експресію CRM197 проводили в клітинах Escherichia 
coli штаму BL21 (DE3) Rosetta. одержання відповідних генетичних конструкцій на основі 
вектора pET-28a(+) було описане в [1]. Нарощування клітин продуцента з плазмідою 
pET-28a(+)-CRM197 та експресію проводили на поживному середовищі LB або 2×YT з 
канаміцином. експресію індукували додаванням ізопропіл-b-D-1-тіогалактопіранозиду як 
описано в [1]  або методом автоіндукції згідно з [4]. для одержання рекомбінантного про-
дукту з E. coli клітини руйнували ультразвуком або шляхом осмотичного лізису в розчині, 
що містив лізоцим курячих яєць, з подальшою обробкою ультразвуком за наявності де-
зоксихолату натрію. дНк бактерій руйнували ультразвуком або за допомогою дНкази I. 
одержували CRM197 із бактерій у денатуруючих умовах з подальшою ренатурацією (ре-
фолдингом) in vitro методом розведення у великому об’ємі або шляхом діалізу [5]. Як 
хаотропні агенти використовували розчини 8 м сечовини та 6 м гуанідин гідрохлориду.
Препарати CRM197 для отримання кон’югатів із флуоресцеїн ізотіоціанатом (FITC) 
та забарвлення ними клітин одержували шляхом рефолдингу безпосередньо з розчину 
солюбілізованих відмитих бактеріальних тілець включення без додаткових стадій очи-
щення. очищення токсоїду для вбудовування в бішарову ліпідну мембрану (Блм) здій-
снювали за допомогою металоафінної хроматографії (IMAC) на Ni-NTA агарозі. елюцію 
CRM197 проводили в тому самому розчині з 500 мм імідазолу. концентрацію CRM197 
та вміст сторонніх протеїнів в отриманих пробах оцінювали за допомогою SDS-PAGE 
аналізу. очищений CRM197 був мічений реакцією кон’югації з FITC. реакцію бичачого 
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сироваткового альбуміну (BSA) з FITC проводили за такою ж процедурою. ефектив-
ність кон’югації оцінювали на пластинках SDS-PAGE під ультрафіолетовим світлом. 
Зв’язування та інтерналізацію міченого FITC CRM197 in vitro, а також цитотоксичність 
CRM197, порівняно з нативним токсином, досліджували на DT-чутливих клітинах лінії 
Vero та DT-резистентних клітинах лінії L929. ріст клітин обох ліній підтримували в сере-
довищі RPMI-1640 з L-глутаміном, 5 % ембріональною бичачою сироваткою та антибіо-
тиками. Перед проведенням мтт-тесту клітини L929 та Vero вирощували у 96-лункових 
планшетах з різною концентрацією CRM197 та DT (в еквімолярних кількостях) на тому 
ж середовищі протягом доби.
для дослідження впливу CRM197 на ліпідний бішар використовували Блм, сформовані 
з розчину промислових препаратів фосфатидилетаноламіну (ФеA) “фосфатидилетанол-
амін-стандарт” яєчного жовтка (харківське ЗАт “Біолек”, Україна) і фосфатидилхоліну 
(Фх) “лецитин-стандарт” яєчного жовтка (харківське ЗАт “Біолек”, Україна) або тих са-
мих ліпідів, очищених за методом колонкової хроматографії к.б.н. І. о. трикаш у Інституті 
біохімії ім. о. в. Палладіна НАН України. суміш ФеA:Фх розчиняли в н-гептані у спів-
відношенні 1:1 при загальній концентрації ліпідів 20 мг/мл. отриманий у результаті роз-
чин ліпідів наносили на отвір у тефлоновому стаканчику (об’єм 1 мл) з діаметром 0,6 мм 
або дельриновому стаканчику (об’єм 1 мл) з діаметром 0,15 мм (Warner Instruments, Inc., 
сшA). Формування ліпідного бішару спостерігали візуально у відображеному світлі за 
допомогою бінокулярного мікроскопа. водно-сольовий розчин, який оточував мембрану, 
містив 10 мм трис-Нсl (pH 6,0 або 4,8) та задану кількість хлориду калію. для вимірів 
провідності мембрани використовували хлоросрібні електроди, занурені в розчин 2 м ксl 
з агаровими містками. різниця потенціалів прикладалась до мембрани від джерела на-
пруги, що давало можливість отримувати постійну (від -150 до 150 мв) або лінійно змі-
нювану напругу зі швидкістю 60 мв/хв, використовуючи той самий діапазон амплітуд. 
Напругу, прикладену до мембрани, контролювали за допомогою цифрового вольтметра. 
трансмембранний струм реєстрували за допомогою  операційного підсилювача, до інвер-
тувального входу якого приєднувався опір зворотного зв’язку 1 Гом (власне виготов-
лення Dr. А. N. Chanturiya в Інституті біохімії ім. о. в. Палладіна НАН України або нау-
ковій фірмі Eastern Scientific LLC, Rockville, сшА). Записи струму фільтрували при смузі 
пропускання 0,1 кГц. оточуючий мембрану водно-сольовий розчин перемішували маг-
нітною мішалкою. лінійно змінювану або постійну температуру водно-сольового середо-
вища в комірці з Блм у межах від 4 до 40 °с прикладали за допомогою трьох напівпро-
відникових термобатарей TEMO-3 (львівський завод “електронприладмаш”, Україна). 
Безперервне перемішування оточуючого мембрану розчину давало можливість позбутися 
похибки, пов’язаної з нерівномірністю нагрівання або охолодження його різних шарів. 
Провідність водно-сольового розчину без мембрани визначали за допомогою кондуктомет-
ра Radelkis OK 102/1 (Угорщина).
Більшість експериментів, за винятком тих, що потребували змін температури водно-
сольового оточення в експериментах з клітинами та на Блм, проводили при кімнатній 
температурі (20-24 °с).
Результати та їхнє обговорення. Завдяки використаному методу автоіндукції вдало-
ся значно збільшити експресію CRM197. Причому, рівень експресії досягав 23 % загаль ної 
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кількості протеїнів E. сoli, що становить близько 420 мг протеїну на 1 л культури клітин. 
Показано, що після проведення процедур експресії CRM197 практично повністю виявляв-
ся в нерозчинній фракції лізату клітин E. сoli – цитоплазматичних тільцях включення. 
Бактеріальні тільця включення містять незначну кількість домішок, які в деяких випад-
ках можуть складатися на 95–98 % із цільового протеїну [6]. оскільки використані 
в роботі живі клітини мають на своїй поверхні рецептори, що вибірково зв’язують DT 
і його похідні, мінімальне очищення цільового протеїну з тілець включення цілком відпо-
відало потребам перевірки здатності рекомбінантних молекул взаємодіяти з рецепторами 
на клітинах. треба відзначити, що препарати CRM197, отримані з тілець включення згід-
но зі спрощеним протоколом виділення, мали набагато вищий вміст токсоїду порівняно 
з таки ми після ретельнішого очищення на Ni-NTA агарозі. тому спрощений метод отри-
мання препарату CRM197 також був застосований для перевірки наявності зв’язування 
та інтерналізації клітинами методом конфокальної мікроскопії.
Згідно з даними SDS-PAGE, використання IMAC значно збільшувало ступінь очищення, 
що дало можливість довести кількість CRM197 у препараті, солюбілізованому з тілець 
включення, приблизно до 95 % (лінії 3–5 на рис. 1). однак позбутися пороформуючих 
бак те ріальних домішок, що спричиняли небажану іонну провідність у Блм, яка утруд-
нювала дослідження цільового об’єкта, вдалося лише після застосування ензиматичних 
методів руйнування клітинних стінок та дНк E. сoli. 
вагомим доказом відсутності цитотоксичності отриманого препарату CRM197 став 
резуль тат мтт-тесту на клітинах лінії Vero, що використовуються як модель клітин 
з висо кою чутливістю до дії DT [7–9]. Порівняно із CRM197, який не спричинював знижен-
ня кількості живих клітин у дослідних пробах, кількість життєздатних клітин Vero змен-
шувалася майже вдвічі після їх обробки DT в однакових з CRM197 молярних концентра-
ціях. отже, отриманий CRM197 виявився цілком безпечним для роботи без застосування 
спеціалізованих заходів безпеки проти особливо токсичних речовин.
Залежний від часу розподіл міченого FITC CRM197 у клітинах досліджували за змінами 
в часі зображень клітин Vero та L929 на конфокальних знімках (дані не наведено). Пока-
зано, що CRM197-FITC в основному розташовувався на поверхні та в цитоплазмі клітин. 
рис. 1. експресія та очищення CRM197: 1, 2 – ізольовані відмиті тільця включення із клітин 
E. сoli після експресії CRM197 у середовищі автоіндукції; 3–5 – CRM197, очищений на Ni-NTA 
агарозі; M – маркери молекулярної маси
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На підставі результатів порівняльного аналізу даних розподілу мічених FITC CRM197 
та BSA в клітинах зроблено висновок, що зв’язування CRM197 з клітинами є специфіч-
ним. За умов інкубації клітин за наявності 10 мкм феніларсин оксиду (ФAO), який інгібує 
формування ендосом [10], флуоресцентна мітка знаходилась переважно не в цитоплазмі, 
а на поверхні клітини. це свідчить про те, що інтерналізація CRM197-FITC у клітини 
відбувається як рецепторзалежний активний процес. Натомість видалення ФАо із середо-
вища інкубації призводило до переважної локалізації CRM197-FITC у цитоплазмі.
введення CRM197 з боку прикладання позитивного потенціалу до Блм у розчині 1 м ксl 
(рН 4,8) з того ж боку мембрани зумовило безперешкодне, характерне для утворення іон-
них каналів стрибкоподібне зростання трансмембранного струму. кінцева концентрація 
CRM197 у комірці з Блм становила від 2 до 20 нм (рис. 2, нижня траса, вставка). Провід-
ність поодиноких каналів, утворених CRM197 у Блм при потенціалі +60 мв, становила 
приблизно 20 псм, що відповідало мікроскопічному трансмембранному струму 1,2 пА. 
слід відзначити, що в тих самих умовах значного зростання трансмембранного струму не 
спостерігалось, якщо потенціал з боку додавання токсоїду змінювали на негативний або 
при рН середовища 6,0 і вище (див. рис. 2, посередині). Подібна потенціало- і рН-залеж-
ніть утворення іонних каналів такої ж провідності у ФеА-вмісній Блм показана раніше 
в класичних дослідженнях каналів природного DT [3]. отже, втрата CRM197 початкової 
цитотоксичності DT не позначилася на здатності токсоїду до специфічного зв’язування 
з клітинами-мішенями, подальшій інтерналізації, а також на утворенні CRM197 іонних 
каналів, що підтверджується відсутністю будь-яких змін у структурі його т- і R-доменів. 
відсутність значного збільшення CRM197-індукованої провідності при рН 6,0 не озна-
чала втрату токсоїдом здатності до адсорбції на поверхні Блм. На користь останнього 
припущення свідчить те, що попередня інкубація CRM197 протягом 5-10 хв у комірці 
з мембраною при негативному потенціалі (-40 мв) і рН 6,0 з боку додавання токсоїду 
значно підвищувала його здатність до збільшення трансмембранного струму при подаль-
шому зниженні рН і зміні мембранного потенціалу на позитивний. таким чином, при 
негативному потенціалі і рН 6,0 CRM197 краще адсорбується на поверхні мембрани, тоді 
як при пози тивному потенціалі зменшення рН приблизно до 4,8 сприяє переходу вже 
зв’язаних з мембраною каналів токсоїду у відкритий стан. останні умови цілком відповіда-
ють тим, що існують усередині ендосом або на будь-яких ділянках плазматичної мембрани, 
де локально зосереджена велика кількість протонів [3].
треба відзначити, що після переходу каналів CRM197 у відкритий стан при рН 4,8 
пода ль ша зміна знаку мембранного потенціалу з боку додавання токсоїду на негативний не 
перешкоджала існуванню довговідкритих станів утворених ним каналів (див. рис. 2, зверху). 
можливо, що така властивість сприяє збільшенню індукованого CRM197 сталого мак-
роскопічного струму в разі прикладання негативного потенціалу з боку вбудовування 
токсоїду в мембрану (див. рис. 3, а). Збільшення макроскопічного струму, який включав 
у себе від десятків до сотень струмів через поодинокі канали, згодом досягав насичення 
і виходив на плато або був зупинений промиванням комірки з мембраною водно-сольовим 
розчином без CRM197. визначення залежності стаціонарного струму, утвореного незмін-
ною кількістю каналів CRM197 у мембрані, від знаку мембранного потенціалу проводили 
після досягнення сталої провідності модифікованої Блм.
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Показано, що подібно до результатів класичних досліджень стаціонарний макроскопіч-
ний струм, індукований CRM197, збільшувався після прикладання негативного потенціалу 
(-40, -60 мв) з боку вбудовування токсоїду в мембрану [3]. Натомість наступна зміна знаку 
потенціалу на позитивний (+40, +60 мв) поступово зменшувала трансмембранний струм. 
співвідношення найбільшого та найменшого струмів незмінною кількістю каналів CRM197 
у Блм, досягнуте приблизно за півхвилини після послідовного прикладання негативного 
та позитивного потенціалів, дорівнює 3–4 одиницям. те саме співвідношення, визначене 
раніше для DT, становило 4,28 [3]. відомо, що полігістидиновий таг дифтерійного токсої-
ду та інших похідних DT, який широко використовується у металоафінній хроматографії, 
може взаємодіяти з контамінантними домішками двовалентних катіонів водного середо-
вища після вбудовування в мембрану [11]. Причому зв’язування полігістидинового тагу 
з двовалентними катіонами збільшувало струм через канал у закритому стані. тому мож-
на припустити, що незначне зменшення співвідношення сталих струмів каналами CRM197 
у відкритому стані (при негативному потенціалі з боку вбудовування) і закритому стані (при 
позитивному потенціалі з боку вбудовування), порівняно з каналами DT [3], відбувається за 
рахунок збільшення струму через канал токсоїду в закритому стані. Причиною збільшення 
струму каналами CRM197 у закритому стані може бути взаємодія контамінантних домішок 
двовалентних іонів у водно-сольовому розчині 1 м ксl з невидаленим полігістидиновим 
рис. 2. Поодинокі канали CRM197 у Блм. На вставці знизу – гістограма розподілу провідностей 
поодиноких каналів, отримана на 80-ти окремих подіях. Безперервною лінією на трасах каналів 
позначено нульовий струм. Потенціали прикладалися з боку Блм, протилежного тому, де знахо-
дився CRM197. Значення рН відповідають тим, що існували з боку додавання CRM197. У відді-
ленні комірки з Блм, до якого CRM197 не додавався, рН 6,0 залишався незмінним у всіх експери-
ментах. кінцева концентрація CRM197 у комірці становила 2 нм
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тагом CRM197, що зв’язаний із залишком с-кінцевого серину в позиції 535 R-домену 
CRM197. виражена потенціалозалежність стаціонарного транспорту іонів каналами 
CRM197 та DT, згідно з якою струм при негативному потенціалі з боку вбудовування 
у 3–4 рази перевищує такий при позитивному потенціалі з того ж боку мембрани, свідчить 
про однакову орієнтацію переважної більшості каналів DT і його похідного в мембрані. 
вірогідно, що така орієнтація каналів токсину та його похідного має фізіологічне значення 
для процесу інтоксикації, оскільки каталітичний домен DT і CRM197 опиняються з боку 
мембрани, що протилежний тому, де відбувалося вбудовування [12].
Зміна температури в інтервалі між 5 та 30 °с не чинила впливу на незначну провід-
ність немодифікованої Блм. однак провідність модифікованої сталою кількістю каналів 
CRM197 мембрани зростала з підвищенням температури водно-сольового оточення мемб-
рани. Натомість зниження температури середовища, в якому знаходилася та сама моди-
фікована мембрана, призводило до зменшення її провідності. Значення провідності ка-
налів CRM197, отримані під дією лінійно змінюваної температури, цілком відповідали 
таким, що були визначені за тих самих значень постійної температури. енергія акти-
вації (Еа), визначена для стаціонарної провідності каналів CRM197 у розчині 1 м KCl, 
стано вила 2,967 0,167 ккал/моль. Еа, визначена для розчину 1 м KCl без мембрани, 
була майже такою самою (2,933 ± 0,115 ккал/моль) (див.рис. 3, б). схожі, хоча й дещо 
більші значення Еа, визначені для провідності модифікованої CRM197 Блм у розчині 
1 м KCl і того ж розчину без мембрани, свідчать про те, що молекули води всередині 
каналів токсоїду в основному зберігають такі самі властивості, як і у вільному об’ємі 
без Блм. У такому випадку вхідний і вихідний отвори порожнини каналу CRM197, 
рис. 3. Залежність стаціонарного макроскопічного струму каналами CRM197 від мембранного потен-
ціалу і температури водно-сольового оточення. оточуючий Блм розчин вміщував 1 м ксl (рН 6,0).
а – запис струму через багатоканальну Блм, модифіковану CRM197; знизу показано потенціал, 
прикладений до Блм з боку, до якого CRM197 не додавався. Безперервна лінія посередині позна-
чає нульовий струм.
б – залежність провідності водно-сольового розчину від температури без мембрани ( ) (провідність 
на шкалі справа); з модифікованою мембраною ( ) (провідність на шкалі зліва). Запис струму через 
багатоканальну Блм проводили при потенціалі -40 мв з боку мембрани, до якого CRM197 не до-
давався. кінцева концентрація CRM197 у комірках становила 20 нм
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як і її внутрішня частина, мають бути досить великими, щоб забезпечувати вільний вхід 
і вихід молекул води, що є характерним для водної пори. тому, можливо, транслокація 
А-домену CRM197 з боку вбудовування в мембрану на протилежний відбувається порож-
ниною каналу токсоїду одночасно з утворенням наскрізної водної пори або відразу після 
цього, що не переш коджає подальшому вільному проходженню води через неї.
На підставі одержаних результатів можна зробити висновок, що CRM197 залишаєть-
ся здатним до початкового етапу дії DT на клітини ссавців – специфічного зв’язування 
та інтерналізації, а також важливої частки завершальної фази механізму токсичної дії – 
перетворення водорозчинної форми CRM197 на іонпровідний олігомер, яким може від бу-
ватися транслокація А-домену. оскільки, за винятком цитотоксичності, CRM197 відт ворював 
інші найважливіші властивості DT, одержані нами препарати токсоїду можуть бути ви-
користані як інструмент для подальших досліджень DT і порівняльного ана лізу з його 
похідними.
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Характеристика очищенного рекомбинантного белка CRM197, 
как инст румента исследования дифтерийного токсина 
Очистка экспрессированного в клетках Escherichia coli нетоксичного дифтерийного токсо-
ида CRM197, проведенная с помощью металлоаффинной хроматографии после разрушения 
бактериальной ДНК и клеточной стенки энзимами, позволила удалить примеси эндогенных 
пороформирующих белков. Показано, что меченый флуоресцеин изотиоцианатом препарат 
CRM197 проявлял способность к связыванию и интернализации клетками млекопитаю-
щих линий Vero и L929. Приложение положительного потенциала со стороны добавления 
СRM197 (2–20 нM) к фосфатидилэтаноламинсодержащей бислойной мембране (БЛМ) 
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в раст воре 1 M KCl (pH 4,8) приводило к образованию потенциалозависимых ионных 
каналов с проводимостью 20 пСм, как показано в классических исследованиях дифтерийного 
токсина природного происхождения. Энергия активации, определенная для стационарного 
тока через многоканальную БЛМ в растворе 1 М ксl (pH 6,0) и сам раствор без БЛМ, 
составила 2,967 ± 0,167 и 2,933±0,115 ккал/моль соответственно, что свидетельствует 
об образовании протеином CRM197 трансмембранной водной поры.
Ключевые слова: дифтерийный токсин, токсоид, CRM197, бислойные липидные мембраны, 
мембранные каналы.
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The characterization of purified recombinant protein CRM197 
as a tool to study diphtheria toxin
The purification of non-toxic diphtheria toxoid CRM197 expressed in Esherichia coli by metal-
affinity chromatography following the enzymatic digestion of a bacterial cell wall and DNA 
allowed us to avoid the contamination by endogenous pore-forming proteins. It was shown that 
the fluorescein isothiocyanate-labeled samples of CRM197 are capable of binding and internalizing 
by mammalian cells Vero and L929. The introduction of СRM197 (2–20 nM) at positive voltages 
from the side of phosphatidylethanolamine-containing bilayer membrane (BLM ), were the toxoid 
was added, resulted in the creation of potential-dependent ionic channels with the conductance 
of 20 pS in the bathing solution of 1M KCl buffered at pH 4.8, as had been shown in classic 
studies of wild-type diphtheria toxin. The activation energies measured for the CRM197-created 
steady-state macroscopic current on  one side of BLM in the solution of 1 M KCl (pH 6.0) and 
the solution without membrane are equal to 2.967 ± 0.167 кcаl/mol and 2.933±0.115 кcal/mol, 
respectively, which suggests the formation of  a transmembrane water pore by CRM197. 
Keywords: diphtheria toxin, toxoid, CRM197, black lipid membranes, membrane channels.
